




【研究目的】海洋性珪藻 Phaeodactylum tricornutum は細胞内に溶存無機炭素を濃縮する機構 (inorganic carbon 
concentrating mechanism: CCM)を有し、この機構に重要と考えられる葉緑体型 carbonic anhydrase (ptca1)の発現
は環境 CO2濃度及び光に転写レベルで応答しており、高 CO2環境下及び暗環境下で抑制される。また、この CO2
応答には cAMP がセカンドメッセンジャーとして働いていることがわかっている。当研究室において ptca1 プ
ロモーター(Pptca1)の解析が行われ、転写開始点から-90~-40 bp 間に互い違いに存在する 3 つの配列 CCRE 
(CO2/ cAMP responsive element)が CO2 応答の核となる配列であることが明らかとなった。本研究では P. 
tricornutum の ptca1 プロモーターにおける光応答シスエレメントの同定及び光応答機構の解明を目的として
いる。現在までに CCRE2, 3 が CO2応答と同様に光応答にも機能していることが明らかとなっている。
【実験方法】① CCRE   １の光応答性の確認  　上流配列を順次削除した Pptca1 の直下に β-glucuronidase (GUS)遺
伝子(uidA)を連結し、CCRE2 または CCRE3 を制限酵素サイト NotI で置換した形質転換株を用い、GUS レポー
ター解析を行なった。また、転写開始点から-90~+61 bp の直下に uidA を連結し、3 つの CCRE を様々な組み合わ
せで NotI で置換した形質転換株を用い、GUS レポーター解析を行なった。②光応答における    cAMP    の関連性評  
価　順化時に 1.0 mM dibutylyl cyclic AMP (dbcAMP)を添加し、GUS レポーター解析により cAMP 応答性を評価
した。③ P  ptca1   と   P  ptca2   による比較解析  　もう 1 つの葉緑体型 CA (ptca2)のプロモーター(Pptca2)を uidA と連
結した形質転換株を用い GUS レポーター解析を行なった。また、Pptca2 の上流配列を順次削除した形質転換株
を用い、CO2及び光応答領域の絞込みを行った。④光質の違いによる応答性の確認　455, 520, 595 及び 635 nm
の波長の LED 光源を用いて光質を変化させ、Pptca1 及び Pptca2 の光応答性を確認した。
【結果と考察】① Pptca1 上流を-115 bp まで短くしても CO2応答と光応答はどちらも見られたが、-80 bp へと短
くすると CO2応答と光応答がどちらも消失した。また、転写開始点から -90~+61 bp において CCRE1, 2 及び
CCRE2, 3 が存在する場合、CO2応答と光応答がどちらも見られ、CCRE を 2 つ以上 NotI で置換すると CO2応答
と光応答がどちらも消失することから、CCRE1 も光応答配列として機能することが示された。さらに、CCRE2
のみを NotI で置換した場合に CO2応答と光応答がどちらも消失したことから、3 つの CCRE のうち CCRE2 が
最も重要な配列であることが示唆された。② Pptca1 は高 CO2・暗環境下で高 CO2・光存在下よりもわずかに脱
抑制する傾向が一貫して見られる。しかし、dbcAMP を添加した場合、暗環境下で脱抑制は見られなかった。こ
のことから、光シグナルは cAMP 合成系よりも上流に影響し、cAMP 合成系の活性調節に関与している可能性
が考えられた。③ Pptca2 も Pptca1 と同様に低 CO2・光存在下で脱抑制した。しかし、Pptca2 では高 CO2・暗環
境下における脱抑制は見られず、高 CO2及び暗環境における抑制のレベルは同程度であった。すなわち、Pptca1
では CO2濃度に応答した完全な抑制及び脱抑制に光が必要であるのに対し、Pptca2 では低 CO2環境下でのみ光
の影響を受け、このことから Pptca1 と Pptca2 は異なる光応答機構を有することが考えられた。また Pptca2 の
CO2及び光応答領域に複数の CCRE が存在することが明らかになった。④ Pptca1 と Pptca2 は、光合成に必要で
あると考えられる赤色光・青色光のうち、赤色光には応答せず、主に青色光に応答し、また光強度に応答して脱
抑制することが明らかになった。このことから、Pptca1 と Pptca2 の発現を制御する青色光受容体が存在する可
能性が考えられた。
